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@ Mikropartlkel, Verfahren zu deren Herstellung, sowte deren Verwendung in der UitraschaH Diagnostik 

@ Dia Erfmdung betrifft gasenthaltende Mikro- und Nano- 
partikel aus bioabbaubaren, synthettschen Polymeren auf 
Basis hydrophobisierter Potysaccharide, diese Partikei ent- 
haltende Mittel fur die Ultraschalldiagnostik, sowie Verfah- 
ren zur Herstellung der Partikel und Mittel. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft den in den Patentanspruchen 
gekennzeidineten Gegenstand, dafi heiBt gasenthalten- 
de Mikro- und Nanopardkel aus bioabbaubaren, syn* 5 
thetischen Polymeren auf Basis hydrophobisierter Poly- 
saccharide, diese Partikel enthaltende Mittel fur die 
Ultraschalldiagnostik, sowie Verfahren zur Herstellung 
der Partikel und MitteL 

Die Ultraschalldiagnostik hat in der Medizin wegen 10 
der komplikationslosen und einfachen Handhabung 
sehr breite Anwendung gefunden. Ultraschallwellen 
werden an Grenzflachen von Medlen unterschiedlicher 
akustischer Dichte reflektiert Die dabei entstehenden 
Echosignale werden elektronisch verstMrkt und sichtbar 15 
gemacht 

Die Darstellung von BlutgeflBen und inneren Organ- 
en mittels Ultraschall erlaubt im allgemeinen nicht die 
Darstellung des Blutflusses, FlQssigkeiten, insbesondere 
Blut, iiefem nur dann Ultraschallkontrast, wenn Dichte- 20 
und Kompressibilitatsunterschiede zur Umgebung be- 
stehen. Als Kontrastmittel werden in der medizinischen 
Ultraschalldiagnostik in der Regel gasenthaltende odcr 
gasproduzierende Substanzen verwendet Gase sind in- 
sofern besonders geeignet, da hier der Impedanzunter- 25 
schied zwischen Gas und umgebendem Blut wesentlich 
groBer ist, als er fur FlQssigkeiten oder Festkorper be- 
obachtet wird [Levine R. J. Am- ColL Cardiol 3 (1988) 
28 Oder Machi L J, CU 1 1 (1983) 3} 

Es ist bekannt, dafi durch Injektionen von Losungen, 30 
die feine Gasblasen enthalten kardiale Echokontraste 
erzielt werden kdnnen [Roelandt J, Ultrasound Med. 
BioL 8 (1982) 471—492} Diese Gasblasen werden in 
physiologisch vertraglichen Losungen z. B. durch Schut- 
teln, anderer Agitation oder diu-ch Zusatz von Kohlen- 35 
dioxid erhalten. Sie sind jedoch hinsicfatlich Anzahl und 
GrdBe nicht standardisiert und konnen nur unzulangllch 
reproduziert werden. Auch sind sie in der Regel nicht 
stabilisiert, so dafi ihre Lebensdauer gering ist. Ihre mitt- 
leren Durchmesser liegen meist fiber Erythrozytengrd- 40 
Be, so dafi eine LungenkapiUarpassage mit nachfolgen- 
der Kontrastierung von Organen wie linkes Herz, Le- 
ber, Niere oder Milz nicht md^ch ist Daruber hlnaus 
eignen sie sich nicht fOr Quantifizierung, da sich das von 
ihnen erzeugte Ultraschallecho aus mehreren, nicht 45 
voneinander zu trennenden Prozessen wie Blasenent- 
stehung, Koaleszenz und Auflosung zusammensetzt So 
ist es z. B. nicht mdglich mit Hflf e dieser Ultraschallkon- 
trastmittel fiber die Messung des Kontrastverlaufs im 
Myokard Aussagen fiber Transitzeiten zu gewinnen. 50 

Hierzu sind Kontrastmittel notwendig, deren Streu- 
korper eine ausreichende Stabilitat aufweisen. 

In der EP 0 131 540 ist die Stabilisierung von Gasbla- 
sen durch Zucker beschrieben. Damit wird die Reprodu- 
zierbarkeit und Homogenitat des Kontrasteff ektes ver- 55 
bessert, eine Lungenpassage Gberstehen diese Blasen 
jedoch nicht 

In £P 0 122 624 und 0 123 235 wird beschrieben, dafi 
der gasblasenstabilisierende Effekte von Zuckem, Zuk- 
keralkoholen und Salzen durch Zusatz von grenzfIS- go 
chenaktiven Substanzen verbesserc 'wirdl' Emfe Lungen- 
kapillargangigkeit und die Moglichkeit zur Darstellung 
des arteriellen GefaBraimis und verschiedener Organe 
wie Leber oder Milz ist bei diesen Ultraschallkontrast- 
mitteln gegeben. Der Kontrasteffekt ist hierbei jedoch es 
auf das Gefafivolumen beschrankt, da die Blasdien nicht 
von den Gewebezellen aufgenommen werden. 

Keines der beschrieben n Ultraschallkontrastmittel 
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verbleibt langere Zeit unver^dert im Korper. Eine Or- 
gandarstellung mit ausreichender Signalintensitat durch 
selektive Anreicherung nach Lv. Gabe oder Quantifizie- 
rung sind mit diesen Mitteln nicht moglich. 

Eine Verkapselung von Gasen wie beispielsweise . 
Luft in Partikeln und deren Verwendung als Ultraschall- 
kontrastmittel wird in der EP 0 224 934 beschrieben. 
Das hierbei verwendete Wandmaterial besteht aus Pro- 
tein, insbesondere menschliches Serumalbumin mit den 
bekannten allergenen Eigenschaften. zu denen durch ei- 
ne Denaturierung zytoxische Effdcte hinzukommen 
konnen. 

In der europaischen Patentanmeldung EP 0 398 935 
werden gasenthaltende Mikropardkeln fur die Ultra- 
schaU-Diagnostik auf der Basis von biologisch abbauba- 
ren, synthetischen Materialien beschrieben. Diese Mit- 
tel weisen eine ausreichende in vivo Lebensdauer auf 
und werden nach intravenoser Applikation intrazellular 
im retikuloendothelialem System und damit auch in der 
Leber oder Milz angereichert 

In der europaischen Patentanmeldung EP 0 454 044 
werden Ultraschallkontrastmittel auf der Basis hydro- 
phobisierter Polysaccharide beschrieben. Verwendet 
werden dabei ausschliefilich hochmolekulare,gemischte 
Polyelektrolytkomplexe. Derartige Komplexe weisen in 
Ldsung jedoch einen hdheren osmotischen Drudc auf 
als er fur ungeladene Verbindungen gemessen wird, dar- 
Qber hinaus zeigen geladene Komplexe in der Regel 
erne schlechtere in vivo VertrSglichkeit als ungdadene 
Verbindungen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher 
Ultraschallkontrastmittel zu finden, die die Nachteile 
des Standes der Technik uberndnden, d. h. Kontrastmit- 
tel zu finden, die 

— einen deutlichen Kontrast zimi umgebendem 
Gewebe Iiefem, 

— die so klein und stabil sind, daB sie ohne wesent- 
lichen Gasverlust und im wesentlichen quantitativ 
die linke Herzhalfte nach intravenoser Applikation 
erreichen, 

— gegebenenfalls lange im Blutkreislauf zirkulie- 
ren, 

— gute Vertr^Uchkeit aufweisen ohne aJlergenes 
Potential zu besitzen, 

— nicht im Wasser oder Blut miteinander aggregie- 
renund 

~ sich schnell und einfach herstellen lassen. 

Die Aufgabe wird durch die vorliegende Erfindung 

gelost 

Es wurde gefunden, dafi Mikropartikel bestehend aus 
hydrophobisierten Polysacchariden und einem Gas her- 
vorragend zur Herstellung ernes Prdparates ffir die 
Ultraschalldiagnostik geeignet sind. 

Die erfindungsgemafien gasgef uUten, ediogene Poly- 
memano- oder Mikropartikel (nachfolgend audi als 
Partikel oder Mikropartikel bezeichnet) bestehen aus 
bioabbaubaren, synthetischen Polymeren auf der Basis 
hydrophobisierter Polysaccharide und haben den Vor- 
teil, dafi sie- in viVo leicht und ohne toxikologisch bre^- - ■ 
denkliche Abbauprodukte abgebaut werden. Daruber 
hinaus konnen ihre lipophilen Eig nschaft n in weiten 
Bereichen fiber den Veresterungs bzw. Veretherungs- 
grad leicht variiert werden, wodurch die Verweilzeit im 
Blutkreislauf, aber auch das Verteilungsverhalten gc- 
steuert werden kann. 

Da die Wandstarke der erfindungsgemafien Mikro- 
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partikel durch den HersteUungsprozeB beinfluBbar ist, 
kann man Partikel herstellen, deren Schwingimgsmoden 
sich durch das Schallfeld anregen lassen, wodurch eine 
Anwendung auch in nichtlinearen Abbildungsmodi 
.moglich ist 

Die erfindungsgemaBen Mikropartikel sind aufge- 
baut aus hydrophobisierten Polysacchariden. Beispiel- 
haft genannt seien Derivate der Hyaiuronsaure, des 
Dextrans, des Pullans, des Amylopektins, der Amylose, 
des Mannans und/oder des Chitosans, wobei funktionel- 
le Gruppen durch Propyl-, Isopropy!-, Butyl-, Isobutyl-, 
Pentyi-, Isopentyl-, HexyK OctyK Decyl-. DodecyK Pal- 
mitoyl-, Stearinoyl-, Lauryl- und/oder Benzylgnippen 
ganz Oder teilweise hydrophobisiert, d. h. verestert oder 
verethertsind. 

Der Veresterungsgrad bzw. Veretherungsgrad (nach- 
folgend auch aiJgemein als Substitutionsgrad bezeich- 
net) wird in der vorliegenden Schrift in Prozent angege- 
ben, wobei von einer 100%igen Veresterung (Verethe- 
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166/167(1989)71-80 

— Sunamato J. et aL, CRC Critical Reviews in The- 
rapeutic drug Carrier Systems 2 (1 986) 1 1 7 — 136 

— Ringsdorf H. et al, Angew. Chem. Int ed EngL 
27(1988)113 

— Toshihiro S. et aL, MakromoL Chem. 192 (1991) 
2447-2461 
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Als in den Partikein enthaltene Gase kommen neben 
den ubiichen Gasen wie Luft, Sdckstoff und Edelgasen 
auch perfluorierte Verbindung in Frage. 

Eine weiterer Gegenstand der ErHndung ist ein Ver- 
fahren zur Herstellung der erfindimgsgemaBen Mikro- 
partikel aus hydrophobisierten Poi^'sacchariden. 

Zur Herstellung von Mikropartikeb verfahrt man in 
der Weise, da6 man das jeweihge Polymer, sowie gege- 
benenfalls eine oberfladienaktive Substanz in einan or- 
ganischen Losungsmittel oder Losungsmittelgemisch 
lost In dieser Losung wird eine Perfiuoro- Verbindung 



rung) gesprochen wird, wenn alle funktionellen Grup- 20 oder Wasser dispergiert Die Dispersion wird in Wasser, 



pen (d. h, Carboxyl- oder Hydroxylgruppen) des Poly- 
saccharids verestert (verethert) sind. Er&idungsgemiB 
bevorzugt ist ein Substitutionsgrad von 30—100%. 

Ober den Substitutionsgrad laBt sich die Hydrophilie 
der Partikel steuem und damit die Verweilzeit un Blut 
beeinflussea AUgemein gilt: Je hydrophiler die Partikel 
desto langer ist die Verweilzeit im Blutkreislauf. 

Auch reichem sich die lipophfleren Partikel vorzugs- 
weise in Organen wie z. B. der Leber an, wohingegen 



das gewunschtenfalls eine oberflachenaktive Substanz 
enthalt, gegeben und mit Hilfe eines Ruhrers disper- 
giert Das Losungsmittel wird durch Gasdnleitung(z. B. 
Stickstoff) und gegebenenfalls Anlegen eines Vakuums 
25 entfemt Dabei bilden sich Partikel aus, die zunachst 
noch Wasser bzw. die flussige Perfiuoro- Verbindung 
enthalten. AnschlieBend wird die Partikel enthaltende 
Suspension mit einem geeigneten pharmazeutisdi ak- 
zeptablen Kyroprotektor vermischt und gefriergetrock- 



Partikcl mit geringerer Lipophile vorzugsweise im Ge- 30 net, wobei die in den Partikein befindliche Flussigkeit 

faBraum verbleiben. weitgehend entweicht und nach Beluften des Lyophili- 

ErfindungsgemaB bevorzugt smd weiterhin Polymere sators durch das gewunschte Gas (in der Regel Luft) 

mit einem Molekulargewicht von 10—250 kDalton. ersetzt wird Je nach Trocknungsdauer verbleibt gege- 

ErfindungsgemaB einsetzbare Hyaluronsaureester benenfalls eine geringe Menge der Flussigkeit (Wasser 

mit dem gewunschten Molekulargewicht und Vereste- 35 bzw.Perfluoro-Verbindung)alsDampfDidenPartikehL 



nmgsgrad konnen nach den folgenden literaturbekann- 
ten Verfahren hergestellt und charakterisiert werden: 

— JeanlozetaUBioLChem. 186,(1950)495—511 

— Jeanloz et aU J. BioL Chem. 194 (1952) 141 - 150 

— Jeanloz etaUHeLChmiLAct35(1952)262-271 

— Jager et aL, J . Bacteriology. (1979) 1065—1067 
-US 4^51^21 

— Kawaguchi et aL, Carbohyd Polym, 18 (1992) 
139-141 

— Prestwich et aL, Bioconjugate Chem. 5 (1994) 
339-347 

— Prestwich et aL, Bioconjugate ChenL 5 (1994) 
370-372 



Als perfluorierte flussige Verbindungen kommen zur 
Anwendung Perfluoropentan, Pcrfuorohexan,*Perfluo- 
ro-l|3-dimethylcyclohexan, Perfiuorocycbhexan, Per- 
fluorodecalin und/oder Perfluoroether. 
40 Als organlsche L6sungsmittel oder Ldsungsmittelge- 
mische werden bevorzugt Dichlormethan, Aceton, Et- 
hyiacetat, Methylacetat, Triacetin, Triethylcitrat, Ethy- 
lactat, Methyllactat, Propylacetat, Isopropylacetat, Pro- 
pylformiat, Butylformiat und/oder Diemethylsulfoxid 
45 verwendet 

Als oberflachenaktive Substanz wird bevorzugt eine 
Substanz aus der Gruppe der Poloxamere®, Poloxami- 
ne®, Polyethylenglycoialkylether, Polysorbate, Saccha- 
roseester (Sistema®;The Netherlands), Saccharoseester 
— Prestwich et aL, Bioconjugate Chem. 2 (1991) 50 (Ryoto Sugarester®; Tokyo) sowie Gelatine, Polyvinyl- 



232-241 

— Chabrecek et aL, J. AppL Polym. Symp. 48 (1993) 
20-22 

— Kobajashi et aL. Biorheology 31 (1994) 235—244 

ErflndungsgemaB einsetzbare(s), hydrophobbierte(s) 
Dextrane, Pulluian, Amyiopectin, Amylose, Mannan, 
Chitosan oder Chitin kdnnen (kann) nach den folgenden 
literaturbekannten Verfahren hergestellt und charakte- 
risfert werden: 

— Suzuki M et aL, Carbohydr. Res. 23 (223-229) 
1977 

— Hammerling U. et aL. Biochimica et Biophysica 
Acta 875 9 (1986) 265-270 

— ICobojashL K. et aU Makromoiecules 19 (1986) 
529-535 

— Ringsdorf R et aL, Angew. MakromoL Chem. 



alkohl, Polyvmylpyrolidon, Fettalkohlpolyglyoosid, 
Chaps (Serva), Chap (Calbiochem), Chapso (Calbio- 
chem), Decyl-P-D-glycopyranosid, Decyl-^D-maltopy- 
ranosid, Natriiunoleat, Polyethylenglykol oder deren 
55 Gemische eingesetzt 

Die Herstellung der gebrauchsfertigen, injizierbaren 
Zubereitungen der erflndungsgemafien Paxtikehi er- 
folgt durch Resuspendieren des Lyophilisats in einem 
■ pharmazeutisch akzeptablen Suspensionmedium. Ge- 
60 eignete Suspensionsmedien sihd z. B. Wasser pi, waBri- 
gen Losungen eines oder mehrerer anorganischener 
Salze wie z. B. physiologische Elektrolyt- oder Puff erid- 
sungen, wie z. B. Tyrode, waBrige Losungen von Mono- 
oder Disacchariden wie Glucose oder Lactose, Zuckerr 
65 alkobolen wie Mannit, die gegebenenfalls zusatzlich 
noch eine oberflachenaktive Substanz aus der Gruppe 
der Polysorbate:, Polysaccharide, Poloxamere® oder Po- 
loxamln^ sowie Polyvinylpyrolidon, Saccharos Mono- 
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Oder Diester und/oder einen physiologisch vertragli- 
Chen mehrwertigen Alkohol, wie z. Glycerin, enthal- 
ten. 

Bevorzugt ist jedoch fur Injektionszwecke geeignetes 
Wasser. 

Um die Sicherheit der Applikation zu erhdhen, kann 
unmittelbar vor der Injektion eine Filtration der Sus- 
pension durchgefuhrt werden. 

Die erfindungsgemaBen Mittel enthalten 10^—10*° 
Partikel pro Milliliter Suspensionsmedium. Die injizier- 
te Dosis ist abhangig vom jeweiligen Verwendungs- 
zweck; sie iiegt bei ultraschalldiagnostischen Untersu- 
chungen der GefaBe im Bereich 1 bis 500 bevorzugt 
zwischen 10 und 100 p,g Partikel/kg Korpergewicht, bei 
der Untersuchung von Leber und Milz mittels Farb- 
dopplersonographie im Bereich von 50 bis 1000, bevor- 
zugt zwischen 200 und 600 \Lg/kg Kdrpergewicht 

Die erEndungsgemaBen Mikropartikel und daraus 
hergesteilte Ultraschallkontrastmittel zeichnen sich 
durch die folgenden Vorteile aus: 

— Sie werden schnell in vivo abgebaut, 

— Abbauprodukte sind toxikologisch unbedenk- 
lich, 

— sie zirkulieren ausreichend lange im Blutkreis- 
lauf, wobei die Verweilzeit fiber den Substitutions- 
grad gesteuert werden kann, 

— sie sind in alien Modi der Ultraschalldiagnostik, 
insbesondere auch bei Modi bei denen nichtlineare 
Ef f ekte ausgenutzt werden, anwendbar, 

— sie sind gut vertraglich, 

— sie zeigen eine einheitliche, steuerbare GroBen- 
verteilung, 

— sie sind leicht herstellbar, 

— sie sind ausreichend stabil um auch eine Limgen- 
passage zu uberstehen und eignen sich damit auch 
fur die Kontrastierung des linken Herzens und 

— sie werden vom retikuloendothelialen System 
aufgenommen imd eignen sich damit auch fur die 
Kontrastierung der Leber und Milz. 

Die Partikel zeigen darQber hinaus einen hervorra- 
genden RQckstreukoefHzienteh. Die Bestimmung der 
Ruckstreukoeffizienten — die ais em MaB fur die Eff ek- 
tivitat des Kontrastmittels angesehen werden konnen 
— erfolgte in einem in vitro Versuchsaufbau, bei dem 
der von einem in einer Kuvette befindlichen Kontrast- 
mittel verursachte "Tjackscatter^ gemessen wird (siehe 
"Standardisation of the measurement of acoustical para- 
meters of ultrasound contrast agents^ First European 
Symposium on Ultrasound Contrast Imaging, January 
25—26, 1996, Rotterdam). 

Die Bestinmiung der Teilchenzahl erfolgter nach der 
Coulter-Counter-Metfaode. 

Die nachfolgenden Beispiele dienen der nSheren Er- 
lauterung des Erfindungsgegenstandes» ohne ihn auf 
diese beschrdnken zu wollen. 



Beispiel 1 

3,0 g Hyaluronsaurebenzylester, bei dem alle Carbox- 
ylgruppen sind verestert (MW «= 160 kDal) wird in 
40 ml M thylenchlorid gelost. 10 ml Perfluoropentan 
wird mittels Ultraturrax [10 000 Umdrehungen pro Mi- 
nute (UPN^] 2 Mhiuten lang in der Polymerldsung di- 
spergiert Die entstandene (0/0)-Emulsion wird in 
400 ml einer 2%igen Po]yvinyialkohoI-L5sung (PVA- 
LosungX die auf 0**C temperiert ist, mittels mechani- 



schen RQhrers (Dispermat FT, VMA-Getzmann GmbH) 
30 Minuten lang bei 10 OOO UPM dispergiert. Die (O/O/ 
W) Emulsion wird in einem Dreihalskolben, versehen 
mit einem Ruhrer (300 UPM), uberfuhrt und es wird 3 h 
5 lang bei 20** C durch N2-Einleitung und durch Vakuimi 
das Losungsmittel entfemt. AnschlieBend wird die Sus- 
pension durch Ultrafiltration von dem eingesetzten 
Tensid und dem Restlosungsmittel bef reit, daB Volumen 
der Suspension auf ein Minimum (50 ml) eingeengt, die 

10 Suspension mit einem pharmazeudsch akzeptabelen 
Kyroprotektor versetzt und gef riergetrocknet 

Das in Wasser resuspendierte Lyophilisat enthalt Mi- 
kropartikel (Durchmesser von 0,1—8 \im) und zeigt ei- 
nen hervorragenden in vitro Ruckstreukoeffizienten Os 

15 « 25x 10"^ (dB/cmX bei 5 MHz Senderfrequenz* und 
einer Teilchenkonzentrationc = 4.0 x 10®T/mL 

Beispiel 2 

io Es wird wie in Beispiel (1) verfahren, wobei Perfluoro- 
pentan durch Perfluorohexan ersetzt wird. Das in Was- 
ser resuspendierte Lyophilisat enthalt ultraschallaktive 
Mikropartikel mit ^em Durchmesser von 0,1 bis 8 \uxl 



25 



Beispiel 3 



Es wird wie In Beispiel (1) verfahren, wobei der einge- 
setzte polymere Hyaluronsaurebenzylester dnen Ver- 
esterungsgrad von 75% besitzt und als Losungsmittel 
30 40 ml Methylencholorid/Essigsaureethy Lester (Volu- 
menanteil 2:1) eingesetzt wird. Das in Wasser aufge- 
nommene Lyophilisat enthalt ultraschallakdve Mikro- 
partikel mit einem Durchmesser von 0,1 bis 8 |mL 



35 



Beispiel 4 



Es wird wie in Beispiel (1) verfahren, wobei der Poly- 
mere Hyaluronsaurebenzylester in 40 ml Methylencho- 
iorid/Dunethyisulfoxid (DMSO) (Voiumenanteil 2:1) 
40 geldst wird Die in einer 0,9% NaO-L5sung resuspen- 
dierten Partikel zeigen einen in vitro Ruckstreukoefn- 
zienten Os «= 23 x lO^"* (dB/cm), bei 5 MHz Senderfre- 
quenz und einer Teilchenkonzentration c » 3.6x10^ 
T/n:il und haben einen Durchmesser von 0^ bis 8 ^m. 

45 

Beispiel 5 

Es wird wie in Beispiel (1) verfahren, wobei als Poly- 
mer Hyaluronsaurepentylester (Vcrestenmgsgrad 
50 100%, MW = 250 kDal), gelost m 40 ml Methylenchlo- 
rid/Etiiyllactat (Voiumenanteil 2 : IX eingesetzt wird. 
Das in einer 5,5%igen Mannitol-L5sung aufgenommene 
Lyophilisat enthalt ultraschallaktive Mikropartikel mit 
einem Durchmesser von 0,1 —6 ^un. 

55 

Beispiel 6 

Es wird wie in Beispiel (1) verfahren, wobei als Poly- 
mer Hyaluronsaurepalmitoylester (Veresterungsrad 
60 50%, MW = 150 kDal) eingesetzt wird Das in Wasser 
resuspendierte Lyophilisat enthalt ultraschallaktive^ Mi- 
kropartikel mit einem Durchmesser von 03— 8 pm. 
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Beispiel? 

Es wird wie in Beispiel (1) verfahren, wobei das Poly- 
mer Hyaluronsaureben:^ester durdi Hyaluronsaure- 
dodecyiester (Veresterungsgrad 75% , MW « 50 kDal) 
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ersetzt wird Das in einer 0,9%igen NaC!-L6sung resu- 
spendierte Lyophilisat enthalt ultraschaliaktive Mikro- 
partikel mit einem Durchmesser von 03 ~ 7 pm. 

Beispiel 8 5 

3,0 g Palmitoyldextan (Substitutionsgrad 35%, MW 
= 10—12 kDal) wird in 40 ml Methylenchlorid/Isopro- 
pyiacetat (Volumenanteil 2 : 1) gelost 10 ml Perfluoro- 
pentan wird mittels Ultraturrax (10 000 UPM) 2 Minu- 10 
ten lang in der Polymerlosung dispergiert Die entstan- 
dene (0/0>-Eniiilsion wird in 400 ml 2% PVA-Losung, 
die auf (f*C temperiert ist, mittels mechanischen Ruh- 
rers (Dispermat FT. VMA-Getzmann GmbH) 30 Minu- 
ten lang bei 10 000 UPM dispergiert Die (O/O/W) 15 
Emulsion wird in einen Dreihalskolben, versehen mit 
einem Ruhrer (300 UPM), uberfuhrt und 3 h lang bei 
20*^0 durch NrEinieitung und durch Vakuum vom L6- 
sungsmittel befreit AnschlieBend wird die Suspension 
durch Ultrafiltration von dem eingesetzten Tensid und 20 
Restldsimgsmittel befreit, das Volumen der Suspension 
auf ein Minimum (50 ml) eingeengt und die Suspension 
mit einem pharmazeutisch akzeptabden Kyroprotektor 
versetzt und gefriergetrocknet 

Das in Wasser resuspendierte Lyophilisat enth^t Mi* 25 
kropartikel mit einem Durdmiesser von 0, 1 bis 8 fun 
und zeigt einen hervorragenden in vitro Ruckstreukoef- 
fizienten Os = 2,0 x 10" ^ (dB/cmX bei 5 MHz Senderfre- 
quenz und einer Teilchenkonzentration c = 4,0 x 10^ 
T/mL 30 



Al 



0,1 bis 7 pjn. 
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Beispiel 13 



Es wird wie in Beispiel (1 1) verfahren, wobei als Poly- 
mer 3,0 g Palmitoyhnannan mit einem Substitutionsgrad 
von 35% eingesetzt wird. 

Das in Wasser resuspendierte Lyophilisat enthalt 
ultraschaliaktive Mikropartikel mit einem Durchmesser 
von 0,1 bis7^m. 

Beispiel 14 



Beispiel 9 

Es wird wie in Beispiel (8) verfahren, wobei als Poly- 
mer 3,0 g Bemsteinsauremono-NJ>J-bis(octadecyI)aniin- 35 
dextran (Substitutionsgrad 20%; MW = 8 kDal) und als 
Losungsmittel 40 ml Methylencholorid eingesetzt wird 

Das in Wasser resuspendierte Lyophilisat enthalt 
ultraschaliaktive Mikropartikel mit einem Durchmesser 
von 0,1 bis 6^ 40 

Beispiel 10 

Es wird wie in Beispiel (8) verfahren, wobd als Poly- 
mer 3,0 g Paknltoyipulian (Substitutionsgrad 30%; MW 45 
= 51 kDal) emgesetzt wird 

Das in einer 0,9%igen NaQ-Losung resuspendierte 
Lyophilisat enthilt ultraschaliaktive Mikropartikel mit 
einem Durchmesser von 0, 1 bis 8 lun. 

50 

Beispiel 11 

Es wird wie in Beispiel (8) verfahren, wobei als Poly- 
mer 3,0 g Pahnitoylamylopectin (Substitionsgrad 30%, 
MW = 112 kDal) und als Losungsmittel 40 ml Methy- 55 
lenchlorid eingesetzt wird Das in einer 5,5%igen Man- 
nitol-Losimg resuspendierte Lyophilisat enthalt ultra- 
schaliaktive Mikropartikel mit einem Durchmesser von 
03 bis 7 (un. 

€0 

Beispiel 12 

Es wird wie in Beispiel (1 1) verfahren, wobei als Poly- 
mer Palmit05iamylose (Substitutionsgrad 30%, MW = 
100 kDal) und als Ldsungsmitt 140 ml Methyl nchlorid/ 65 
Propylformiat (Volumenanteil 2 : 1) eingesetzt wird 
Das in Wasser resuspendierte Lyophilisat enthalt ultra- 
schaliaktive ^^k^opartikel mit dnra Durchmesser von 



Es wird wie in Beispiel (1 1) verfahren, wobei als Poly- 
mer 3.0 g Palmitoylchitosan mit einem Substitutions- 
grad von 35% eingesetzt wird 

Das in einer 0,9%igen NaG Losung resuspendierte 
Lyophilisat entii^t ultraschaliaktive Mikropartikel mit 
einem Durchmesser von 0,1 bis 7 [un. 

PatentansprOdie 

1. Mikropartikel zur Herstellung eines Praparates 
fur die Ultraschalldiagnostik. bestehend aus hydro- 
phobisierten Polysacdsariden und einer bei Kor- 
pertemperaturgasformigen Komponente. 
Z Mikropartikel nachAnspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als hydrophobisierte Polysaccharide 
Derivate der Hyaluronsaure, des Dextrans, des Pul- 
lans, des Amylopektins, der Aroylose, des Mannans 
und/oder des Chitosans verwendet werden, wobei 
funktionelle Gruppen durch Propyl-, Isopropyl-, 
Butyl-, Isobutyl-, Pentyl-, Isopentyl-, Hexyl-, Octyl-, 
Decyl-, Dodecyl-, PahnitoyK Stearinoyl-, Lauryl- 
imd/oder Benzylgruppen ganz oder teilweise ver- 
estert oder verethert sind 

3. Mikropartikel nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, da0 30 bis 100% der funktionellen 
Gruppen des Polysacdiaiids verestert oder veret- 
hert sind 

4. Mikropartikel nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekeimzeichnet, daB die hydrophobisier- 
ten Polysaccharide ein Molekulargewicht von 
1 0— 250 kDalton haben. 

5. Mikropartikel nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Partikel einen 
mittieren Partikeldurdimesser von 500 nm bis 
10 ^m aufweisen. 

6. Mikropartikel nach einem der Anspruche 1—5, 
dadurch gekennzeichnet, daB als bei Korpertempe- 
ratur gasfdrmige Komponente Luft, Stidcstoff und 
Edelgase enthalten sind 

7. Mikropartikel nach einem der Anspruche 1—6, 
dadurch gekennzeichnet, daB als gasfdrmige Kom- 
ponente perfluorierte Verbmdung enthalten sind 

8. Mikropartikel nach einem der Anspruch 7, da- 
durch gekennzeichnet, daB als perfluorierte Ver- 
bindung Perfluoropentan, Perfuorohexan, Perfluo- 
ro-l^dimethylcyclohexan, Perfluorocyclohexan, 
Perfluorodecalin und/dder P^irfliibroether enthal- 
ten ist 

9* Mikropartikel nach einem der Anspruche 1—8, 
dadurch gekennzeichnet, daB hydrophobbiertes 
Polysaccharid Hyaluronsaurebenzyiester, Hyalu- 
ronsSurepentylester, Hyaiuronsaurepalmitoylester, 
Hyaluronsauredodecylcster, Palmitoyldextan, 
Bemsteinsauremono-NJ^-bis(octadecyl)amindex- 
tran, Palmito^puilan, Palmitoylamylopectin* Pal- 



GNSOOCID: <DE_1961 1769A1 J_> 



DE ^ 11 769 Al 

9 10 

mitoylamylose, Palmitoylmannan oder Palmito- 
ylchltosan verwendet wird. 

10. Ultraschallkontrastmittel enthaitend Mikropar* 
tikel nach einem der Anspnidie 1 bis 9 in einem 
physiologisch vertragllchen flussigen Suspensions- 5 
medium gegebenenf alls mit den in der pharmazeu- 
tischen Technologie Qblichen Zusatten- 

11. Ultraschallkontrastmittel nach Anspruch 10 ent- 
haitend als physiologisch vertragliches Suspen- 
sionsmedium Wasser, waBrige Losungen eines oder 10 
mehrerer anorganischener Salze oder waBrige Lo- 
sungen von Mono- oder Disacchariden, die gegebe- 
nenfalls zusatzlich eine oberflachenaktive Substanz 
aus der Gruppe der Polysorbate, Polysaccharide, 
Poloxamere® oder Poloxamine® sowie Polyvinyl- 15 
pyrolidon* Saccharosemono- oder diester und/oder 
einen physiologisch vertrdglichen mehrwertigen 
Alkohol enthalten. 

12. Ein Kit fur die Herstellimg eines Mikropartikel 
und Gas enthaltenenden Ultraschallkontrastmitteis 20 
bestehend aus 

a) einem ersten Beh^ter, versehen mit einem 
VerschluB, der die Entnahme des Inhalts unter 
stenlen Bedingungen ermdglicht und mit dem 
flussigen Suspensionsmedium gefuUt ist und 25 

b) einem zweiten Behalter, versehen mit einem 
VerschluB, der die Zugabe des Suspensionsme- 
diums unter sterilen Bedingungen ermdglicht, 
gef ullt mit Mikropartikeln nach einem der An- 
spruche 1 bis 9 und einem Gas oder Gasge- 30 
misch welches identisch mit dem in den Mikro- 
partikeln enthaltenen Gas ist, wobei das Volu- 
men des zweiten Behalters so bemessen ist, 
daB das Suspensionsmedium des ersten Behii- 
ters voUstandig im zweiten Behalter Platz fin- 35 
det 

13. Verfahren zur Herstellimg eines Mikropartikel 
und Gas enthaltenden Kontrastmittels fur die 
Ultraschalldiagnostik, dadurch gekennzeichneti 
daB man Mikropartikel nach einem der Anspruche 40 
1 bis 9 mit einer physiologisch vertragllchen Tra- 
gerflussigkeit vereinigt und bis zum Entstehen ei- 
ner homogenen Suspension schuuelt 

14. Verfahren zur HersteUung von Mikropartikeln 
nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekenn- 45 
zeidmet, da£ man das jeweilige Polymer, sowie ge- 
gebenenf alls eine oberflichenaktive Substanz in ei- 
nem organischen Losungsmittel oder Ldsungsmit- 
telgemisch lost, in dieser Losung eine Perfluoro- 
Verbindung oder Wasser dispergiert und anschlie- 50 
Bend diese Dispersion in Wasser, das gewunschten- 
falls eine oberflachenaktive Substanz enthalt, gibt 
und dispergiert, wobei das Losungsmittel oder Lo- 
sungsmittelgemisch durch Gaseinleitung und gege- 
benenfalls Anlegen eines Vakuums entfemt wird 55 
und abschlieBend die so erhaltene Suspension mit 
einem pharmazeutisch akzeptablen Kyroprotektor 

. vermischt imd gef riergetrocknet. 
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